
1+'

!

特殊因素
!

孕妇血清筛查应考虑的问题还有!随体质量

的增加孕妇血清
0b#

*

D!Y

*

B8,

下降)胰岛素依赖性糖尿病

患者
0b#

水平低于正常值#吸烟者
D!Y

低于
*.T

"

,.T

)目

前产前筛查主要应用于单胎妊娠#由于诸多因素影响在双胎中

应用有一定困难)如有上述情况#应进行校正#特别是
0b#

中

倍数值的校正)

2

!

小
!!

结

产前筛查是一种无创痛*方便*经济的检查方法#可以减少

盲目的侵入性产前诊断#目前已被证实可在孕中期有效地检出

(1

高危患儿)通过对孕妇血清标志物的测定及超声筛查#结

合孕妇年龄*家族史*生育史及超声核实胎龄#对筛查出的高危

孕妇再进行羊水染色体分析确诊#并及时终止妊娠#既减轻孕

妇家庭负担#也减少了
(1

患儿的出生#为提高人口素质起到

了重要的作用)

总之#在知情同意的原则下#提高孕妇对产前筛查的认识#

自觉自愿检查#达到优生*提高人口素质的目的)
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荧光原位杂交技术在产前诊断中的临床应用
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b71$

&技

术是
*.

世纪
U.

年代在细胞遗传学*分子遗传学基础上发展

起来的一种新技术#采用荧光标记的
(90

序列作为探针#利

用探针与被检测样本中
(90

的互补#在探针与样本
(90

杂

交后#荧光显微镜下观察杂交信号#从而检测标本中的染色体

或基因异常)

b71$

技术为一种快速*灵敏的检测方法#克服

了传统的细胞遗传学诊断取材时间有限*培养耗时长*结果取

决于中期裂相的多少*分散的好坏*显带是否适中等不足#只需

根据杂交位点的数目即可迅速确定染色体的数目#结果更客

观*准确*可靠)可以在获取标本后
*6

"

6UD

出结果#对于及

时实施临床决策以及缓解孕妇等待结果时的焦虑情绪有重要

的作用#在临床的应用日益广泛)

$

!

b71$

技术

b71$

技术是利用染色体特殊区域特异性
(90

或中期染

色体
(90

进行杂交#用荧光作为检测系统进行检测的一种原

位杂交方法#以其简便*快速*敏感等优点#广泛用于染色体数

目与结构畸变甚至基因水平畸变的诊断,

)

-

)其原理是!将荧光

标记的核酸分子在变性后与已变性的靶核酸在退火温度下复

性#而后通过荧光显微镜观察荧光信号#在维持原位的前提下

对靶核酸进行分析#检测染色体数目和结构异常)其基本操作

步骤可概括为制备染色体*标记探针*将探针与实验材料靶序

列杂交以及检测杂交结果)

b71$

技术检测快速#克服了传统

的细胞遗传诊断取材时间有限*培养耗时长*结果取决于中期

裂相的多少*分散的好坏*显带是否适中等不足)可以在
*6

"

6UD

内出结果#在观察结果的时候仅需进行细胞计数*辨认杂

交信号的有无与多少#具有操作简便#灵敏性*特异性强等优

点,

*

-

#有利于快速准确地做出诊断)此外#还能分析一部分显

带染色体技术不易分辨的异常#如某些倒位*微小缺失*额外的

微小标记染色体*复杂畸变等)

b71$

技术的独特探针#可有

针对性*特异性地检测出染色体结构的异常)

'I@@HBEF

等,

,

-应

用
b71$

技术检测出
CEG

$

)

&$

)

M

,-

&#能够明确诊断出染色体的

缺失)新近应用
b71$

技术对
CB

M

$

)

&$

[

6)

[

66

&的检测更说明

b71$

技术在对重复片段的检测中具有重要的作用,

6

-

)目前

学者们通过
b71$

技术检测出多种染色体结构异常#如
\

染色

体
[

**+)

末端缺失,

/

-

*新生儿先天性心脏病最常见的遗传性原

因
**

[

))+*

缺失所致的
(IYE?F

Q

E

综合征,

-

-

#以及
U

M

%

*)

[

易

位,

=

-等)在检测微小缺失*重排等染色体结构异常方面#是传

统细胞学分析无法取代的,

U

-

)

/

!

b71$

在染色体产前诊断中的应用

染色体病对人类的危害越来越重#目前已报道的染色数目

和结构异常
/..

种以上,

<

-

#随着分子生物学等技术不断发展#

将会发现更多的染色体异常)对于染色体异常诊断#传统的细

胞遗传学方法往往采用细胞培养与染色
Y

显带法#该方法所

得结果的可靠性取决于染色体的分散#收获的中期分裂相的数

+

<./*

+

检验医学与临床
*.))

年
).

月第
U

卷第
*.

期
!

'HK4EC!GIJ

!

2%A?KEF*.))

!

W?G+U

!

9?+*.



量和显带的质量)

b71$

技术不仅可用于中期分裂相#还可在

间期细胞显示杂交信号#尤其适用于那些培养难以成功的各种

组织细胞)

/+$

!

未培养的羊水细胞中分析胎儿染色体异常
!

>E

MM

EFKEF

Q

等,

).

-用
),

*

)U

*

*)

*

\

*

3

染色体特异性探针对
/,6U

例妊娠妇

女未培养的羊水间期细胞进行
b71$

检测#可在羊膜腔穿刺
*6

"

6UD

内快速诊断出这些染色体的非整倍体#且查出的异常

核型都经随后流产出的胎儿核型证实)所有检测成功的样本

都在抽取羊水后
*

"

,C

内获得结果%相比传统的染色体核型

分析#

b71$

大大地缩短了诊断时间#有利于缓解孕妇等待结

果时的焦虑情绪#也使临床决策能及时实施#还能对同一样本

进行多次检测)

/+/

!

b71$

与胚胎
#Y(

!

#Y(

是对体外受精的胚胎进行遗传

学诊断#是辅助生殖技术与分子生物学技术相结合发展的产前

诊断技术)自
#Y(

概念提出以来#由于植入前胚胎能用于遗

传学分析的细胞数量有限$通常为
)

"

*

个&且为间期细胞#致

使
#Y(

技术发展缓慢)

b71$

技术在植入前诊断染色体非整

倍体及胚胎性别获得的成功#使
#Y(

技术得到较快发展)目

前#

b71$

是用于检测胚胎单一细胞染色体数目异常的惟一有

效方法,

U

-

)随着首例植入前性别诊断婴儿顺利出生#

b71$

技

术可对性连锁隐性遗传病基因携带者进行植入前性别诊断#选

择适宜胚胎植入子宫可避免患儿的出生,

))

-

)目前应用于植入

前性别诊断的方法有
#!"

和
b71$

#在对植入前胚胎某些染色

体结构异常的诊断中也起到一定的作用)而这些染色体结构

的异常往往导致自发流产及习惯性流产#已有研究用于某些染

色体的倒位和某些易位染色体携带者的筛查,

)*

-

#使
#Y(

检测

后的妊娠自发流产率下降)

/+'

!

母血中分析胎儿染色体异常
!

自从发现母亲血液循环中

可能存在胎儿细胞开始#从母亲外周血分离胎儿细胞进行产前

诊断就引起广泛关注#但由于母亲外周血中胎儿细胞很少#给

传统的细胞培养染色体分析带来了很大的困难)自从
b71$

和聚合酶链反应$

#!"

&技术问世以来该领域的研究有了很大

进展,

U

-

)

#FI%E

等最早从孕
).

周孕妇的血液中分离出胎儿核

红细胞#并以
\

#

3

和
)U

号染色体特异性探针进行荧光原位杂

交#出现了
,

种染色体的杂交信号)

3HJ

Q

,

),

-等取
,.

例高龄妊

娠妇女外周血#经三倍梯度离心#分离胎儿有核红细胞筛查

*);

三体综合征#成功地检测出
,

例阳性#其结果被传统羊水细

胞核型分析所证实)以上结果表明#采取母血分析胎儿染色体

异常是产前诊断中最安全的一种手段)

'

!

b71$

的优点

与传统的细胞遗传学相比#

b71$

的最大优势就是它不局

限于分裂期细胞#可以直接检测未培养羊水细胞间期核#此技

术快速准确#平均在
*6D

内得出诊断结果#在短时间内为减轻

身心负担#而且具有操作简单#灵敏性*特异性强等优点)常见

的
),

号*

)U

号*

*)

号*

\

和
3/

条染色体非整倍体发生率约占

所有染色体非整倍体发生率的
-/T

#占所有染色体异常活婴

的
</T

,

)6

-

)应用多色
b71$

技术#可以对
),

号*

)U

号*

*)

号*

\

和
3

染色体数目同时检测#能满足绝大多数染色体病的产

前诊断需要)对于所有发现的非整倍体#

b71$

的敏感性为

<<+-T

#特异性
<<+<T

,

)/

-

)对于传统的细胞遗传学显带技术

对染色体上微小缺失及结构的微小异常如重排等很难检测出

来#而
b71$

技术采用相应的探针与标本进行杂交能迅速*高

效地检测出来)

1

!

b71$

的局限性

用一种探针往往只能检测出一种异常#对同时存在多种异

常染色体需采用多个探针进行检测#成本势必增加#并且还存

在一定的假阳性和假阴性)易位型
*);

三体综合征往往因为

染色体短臂断裂*丢失或着丝粒融合#将导致常规
b71$

检测

漏诊#也是检测中出现假阴性的主要原因,

)-

-

)此外#母体外周

血中胎儿细胞数量极少#目前还没有一种可靠的特异性检测手

段可以简单地将母体外周血中的胎儿细胞分离出来)

2

!

b71$

的常见问题

在
b71$

中最重要的因素是温度*光照*湿度和各种试剂

的
#$

值)温度和湿度直接影响着探针和目标
(90

的杂交效

率%光照影响了荧光染料的强度%各种试剂
M

$

是否符合要求

直接关系到
b71$

的稳定性)同一个探针和样本在夏季成功#

但是在冬季得不懂理想的效果#可能是
b71$

操作的环境温度

发生了变化导致的)在我国#冬季普遍比夏季寒冷#低的环境

温度使
b71$

得不到良好的杂交效率)此外#探针的保存不当

也容易引起荧光素的萃灭而导致效果不佳)因此#保证
b71$

操作中的温度非常重要)要尽可能地保持操作环境温度在

*.i

以上#对于在冬季进行的
b71$

操作尤为重要)此外#对

于需要预热以达到要求温度的试剂#在使用前必须使用温度计

对其进行测温)特别是在冬季#盖玻片本身温度就低#加之探

针的量本就不多$

).

#

'

&#因此#事先没有预热的盖玻片会使得

杂交液的温度急剧下降#严重地影响了探针和目标
(90

的杂

交效率)因此#对上述小部件的预热也能有效地提高
b71$

的

杂交效果)

)

!

b71$

技术的应用前景

传统核型分析方法对实验室技术有较高要求#而且劳动强

度大*检测周期长*容易发生培养失败等缺点,

)=

-

)与传统的染

色体显带核型分析相比#

b71$

适用于细胞周期的所有阶段#

所需要的羊水细胞量少#不受孕周限制)对于常见染色体非整

倍体的检测#具有快速*特异和高效的特点#适应了临床的需

要#给产前诊断领域带来了巨大的应用前景)但是
b71$

技术

还不能完全取代传统的细胞遗传学#二者联合应用#可提高产

前诊断的效率#相信随着实验技术的不断改进和成熟#其临床

应用会更加广阔)
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不动杆菌属是一种非发酵革兰阴性球杆菌#它包括鲍曼不

动杆菌$

0+KHBNHJJII

&*醋酸钙不动杆菌$

0+%HG%?H%EAI%B@

&*洛

菲不动杆菌$

0+GL?PPI

&*琼氏不动杆菌$

0+

]

BJII

&等#分布于自

然界和医院环境中#是人类皮肤*呼吸道*胃肠道*生殖道的正

常菌群#也是一种条件致病菌#可引起各种感染和医院感染#如

腹膜炎*脑膜炎*骨髓炎*关节炎*菌血症及肺炎等)

近年来不动杆菌的临床分离率逐年提高#尤其在重症监护

病房和免疫力低下的患者中#其中鲍曼不动杆菌最为常见#在

非发酵菌的感染中仅次于铜绿假单胞菌)随着临床抗菌药物

的大量使用#不动杆菌出现了多重耐药甚至全耐药株#导致部

分医院爆发不动杆菌流行#给临床感染的治疗带来严峻的挑

战,

)

-

)为临床合理选择抗菌药物提供依据以及避免细菌多重

耐药性的发生#对不动杆菌的耐药现状及耐药机制总结如下)

$

!

耐药现状

相关资料,

*;/

-显示#近几年来不动杆菌的耐药率上升趋势

明显#碳青霉烯类抗菌药物的耐药率逐年增加#从
6+/T

升至

*.+/-T

#多重耐药菌株从
,,T

升至
6UT

)耐亚胺培南不动杆

菌在中国台湾地区达
*/T

#在澳大利亚和中国大陆地区达

*.T

左右)目前我国绝大多数菌株对亚胺培南*美罗培南*头

孢哌酮"舒巴坦*黏菌素和多黏菌素敏感率较高)

/

!

耐药机制

/+$

!

对
*

;

内酰胺类抗菌药物的耐药机制
!

不动杆菌对
*

;

内酰

胺类抗菌药物的耐药机制主要是产生水解酶$

*

;

内酰胺酶&#以

水解和非水解的方式破坏抗菌药物
*

;

内酰胺环#使抗菌药物失

活%在所有的
*

;

内酰胺酶中#那些具有水解碳青霉烯活性的酶

最受关注#包括丝氨酸苯唑西林酶$

0NKIEF(

类&和金属
*

;

内

酰胺酶$

0NKGEF:

类&)以下是
6

种
*

;

内酰胺酶的耐药机制

分析)

/+$+$

!

超广谱
*

;

内酰胺酶$

81:'@

"

0

类
*

;

内酰胺酶&

!

这类

酶是肠杆菌科细菌$特别是肺炎克雷伯菌和大肠埃希菌&对广

谱头孢菌素产生耐药机制的最主要原因#目前在不动杆菌中也

分离到了
81:'@

#它通常由质粒介导#能对多种不同的
*

;

内酰

胺类抗菌药物产生耐药#如青霉素类*单酰胺类及部分头孢菌

素类#但对碳青霉烯类敏感#多数能被克拉维酸抑制)在不动

杆菌属中
KGH>84

*

KGH1$W

*

KGH!>\;4

等较为常见#

!>\;4

对头孢曲松和头孢噻肟具有优先水解的特性,

-

-

)

/+$+/

!

金属酶$

4:'@

"

:

类
*

;

内酰胺酶&

!

此类酶在参与催化

反应时#在活性位点上需要金属离子#通常为锌离子#因此被称

为金属酶,

=

-

)在不动杆菌中的
4:'@

#主要为
74#

型*

W74

型

和
174

型)能水解所有的
*

;

内酰胺类抗菌药物#包括碳青霉

烯和广谱头孢菌素#对酶抑制剂不敏感#但对乙二胺四乙酸

$

8(>0

&敏感)

/+$+'

!

头孢菌素酶$

0N

M

!

酶"
!

类
*

;

内酰胺酶&

!

由染色体

或者质粒介导#可以分解三代头孢菌素及单环酰胺类#不被克

拉维酸抑制#可被氯哇西林抑制#对碳青霉烯类和二代头孢类

药物较为敏感#但对三代头孢和头霉烯类抗菌药物耐药#而且

此类抗菌药物如头孢西丁和亚胺培南具有诱导
0N

M

!

酶$

#7

&

<+.

&高产)

*../

年在美国的克立夫兰的大医院监测到一类
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